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Ак[дальность проб к'мы. • ).\рана окружающей среды и природных 
ресурсов от загрязнения веществами антропогенного происхождения, 
способными аккумулироваться В Ж И В Ы Х ориши'мах и вызывать 
н е л е . ш с |Ьные изменения обменных процессов, является актуальней 
проб.icмой современноеги. 
Среди синтетических веществ, загрязняющих биосферу, бо п>шую 
категорию представляю: ароматические нитросиединения. к которым 
от носи I ся 2,4,6-трнни гротолуо! (1НТ). Ботьшое количество I • Г Г было 
произведено во время Второй Мировой войны, однако большая часть л о г о 
загря ;нителя почвы сохранилась до настоящего времени. Даже по истечении 
50 J IEI носче загрязнения почвы ТНТ обнаруживался в ней в значительных 
концентрациях, вплоть до %0П мг/кг (George el al., 2000). Столь медленная 
скорость оно логической трансформации и биодеградации УНТ может 
свидетельствовать об иш ибиривании ксенобиотиком м е т б о шческоп 
акшвности микроорганизмов. 
Основным путем биотрамсформаиии ТИ1 является его восстановитеиыюе 
превращение. Сог шено данным многих авторов, большинство а)робны\ 
бактерии осуществляют е ю восстановление с образованием 
моноаминопроизводных (McCormick et al.. 1976; Naumova et al.. 1979; 
Spanggord et al., 1981; Duque et al., 1993; Crawford, 1995; Rieger , KnackTTuiss, 
1995; Fuller, Maning. 1997; Mavvari et al., 1998; Vorbcck et al.. 1998, Kalafut et 
al., 1998) Наиболее полное восстановление ГИТ до 2,4,6-чриамшклолуола 
зафиксировано лишь у строго анаэробных микроорынишов (Preuss et al., 
1992, hunk et al., 1993; Lewis et al., '997; Khan et al.. 1997; Hawari et al., 1998) 
Несмотря на то. что ряд исследований продемонстрировал принципиальную 
воiMOAHOcгь частичной минерализации данною соединения (Funk et a l , 
1993, Michels, Gotshalk. 1994), крайне низкий уровень п о и минера лизании в 
естественных и экспериментальных условиях свидетельствует о 
существований метаболических барьеров на ключевых этапах превращении. 
П о л ому актуальной остается проблема ограничение о фермен тативного 
воздействия большинства микроорганизмов на данный ксенобиотик, а также 
факторов, контролирующих л и процессы и препятствующих минерализации 
П Л и его вовлечению в циклы углерода и азота В связи с л и м важное 
значение имеет прогнозирование поведения этого соединения в ириро ш ы \ 
сферах и в живых организмах. Для объективной оценки механизмов. 
oiраничиваюших его трансформацию, необходимо изучить пачатьные лапы 
превращения ТНТ широким кругом .шкроортанизчов поскольку именно эти 
лапы могут оыть ответственны за торможение метаболизма данною 
соединения Я его токсические >ффемы 
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Ограниченная фансформапия ГИГ привлекав внимание и в с в я ш С 
юм. чго образование первичных интепме шагов трансформации ни роарилов 
может быгь основой их метаболической активации, ответственной за 
токсические и генотоксические эффекты исходных соединении (Neumann el 
al„ 1995, Spanggord et al., 1995). В этой связи актуальны исследования, 
направленные на выявление «узких мест», лимитирующих метаболизм ТНТ, 
который может служить м о допью поведения токсичных и мутагенных 
иолиннтроароматических соединении. 
Цель и задачи исследования. Цепь настоящей работы - выявить 
наиболее характерные для прокариот и низших эукарпог механизмы 
начального воздействия на ТН Г. Были поставлены следующие задачи: 
• вылелить из различных местообитаний, и прежде всего из антропогенных 
экологических ниш, микроорганизмы с разной степенью устойчивости к 
ГИТ; 
• провести сравнительную опенку чувствительности к ТНТ и активности 
трансформации данного вещества у микроорганизмов, относящихся к 
различным физнолого-таксочомическим группам; 
• охарактеризовать особенности начальных этапов трансформации ТНТ 
широким кругом прокариот и низших эукариот; 
• оценить характер и степень токсического действия ТНТ и его метаболитов 
на Paramecium caudatum. 
Научная новизна. В настоящей работе создана коллекция 
микроорганизмов, принадлежащих к различным физио.того-шксопомнческим 
группам, устойчивых к высоким копией грациям |.4,6-трвнитр(Сголуола и 
активно его трансформирующих. Получены данные в пользу гипотезы о 
разной чувствительности грамположительиых и грамотри нательных 
бактерий к токсическому действию ТНТ. Продемонстрировано 
селекционирующее действие ТНТ на структуру микробного сообщества в 
направлении доминировании грамотрицательных бактерий. Вопреки 
общепринятой концепции метабол и 1ма ТНТ у самых разных представителей 
бисУгы - от бактерий до человека базирующейся на моноамикопроизводных 
как основных продуктах превращений, наши результаты убсштсльпо 
евп ичельегвуют о нанботее общем механизме ограниченной нача 1Ьной 
трансформации ТНТ. сопряженном с аккуч\1ямисй 
иг роксилампиодшш гротолуолов. 
На примере дрожжей продемонстрирована новая модель реализации 
d.4>repuai пвнь:х путей начальной трансформации ТНТ - частичного 
восстановления ити нитрогруппы. и и г J лрочлгическош" кольца, или 
I Ги • ' . , . • < - * : " > 
комоинапин OOOHX укл WHIiblX МСЧЛПИ .МОВ. ' , , , - . - » - Г и л г л ' 
} им И \ • " 1 и , и \ 
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{^явлено стимулирующее влияние а'рании на цролукциад 
гидрилного комплекса ГНI (И-ТНТ), и дефицита кислорода - на 
аккумуляцию ГАДНТ. 
Путем экспресс-тестирования острой токсичности выявлены 
принципиальные различия путей альтернативной восстановительной атаки 
Til I с позиций его детоксикации. 
Практическая значимость. Но'ученные данные о трансформации ТНТ 
широким крутом микроорганизмов могут быть использованы при создании 
эффективных технологий биоремедиации ТНТ-загрязснных обьекгов. В пой 
связи актуальны данные о превращении ТНТ большинством 
микроорганизмов в экологически опасные метаболиты - г и трокси тамипо-
прон-зводные, обладающие гоксическими и геногоксическими свойствами 
Поскольку часть изученных в нашей работе микроорганизмов выделена it; 
объектов, имеющих непосредственный кон гак г с человеком (продукты 
шпания, воздух, почва) вполне реальна опасность проникновения тгих 
токсичных и мутагенных интермедиатов нигровосстапов кчшя 11П в 
че ювсческий организм. 
Метаболический потенциал штамма Candida sp Avi-L13, сочетающий 
способность к ути тизации ТНТ в качестве источника азота с возможностью 
утилизировать сырую нефть и ряд индивидуальных алифатических и 
ароматических углеводородов, а также выявчение микроорганизмов с 
аналогичными метаболическими возможностями застуживают особого 
взимания с позиций биоремедиации территорий, загрязненных и 
взрывчатыми веществами, и нефтепродуктами. 
Токсикологическое тестирование альтернативных пугей фднеформаиии 
ТНТ свидетельствует о важной роли пути чере^ восстановление 
ароматического ядра ТНТ, который позволяет избежать резкого повышения 
острой токсичности уже на первом этапе трансформации ксенобиотика, что 
привлекательно с точки зрения создания катаболическот потенциала для 
эффективной биодеградации ТНТ. 
Апробация работы. Основные результаты диссертации представлены: па 
2 международном симпозиуме "Biodcgradation of Nilroaromatics С ompaunds & 
Explosives" (USA, 199V), 5 международной конференции "Environmental 
contamination on central and eastern Europe" (Prague. 1999); 5 международной 
конференции "Environmental pollution - ICEP-200I". (Volgograd-Perm, 2001): 
д II Съезде физиоюгического общества им И.ПЙавяова (Казань, 200l) j XII 
юбилейной конференции «Ферменты иикроорганизмов^ (Казань. 2001); 5 
Ичиннекой конференции можжмх ученых «Ьио ioi ин - на\ка 21 вака» 
(Пуншно, 2001): II научной! конференции молодых \чены\ , аспирантов и 
б 
студентов научно-образовательною центра Казанскою государственного 
университета (Казань. 2001). 
Публикации. По материалам диссертации опуб шковаио 4 статьи, 10 
тезисов докладов и методическое пособие. 
Структура и объем работы. Диссертация включает разделы: введение, 
обзор литературы, материалы и методы, изложение результатов 
исследования и их обсуждение, заключение, выводы и перечень 
икпшуемой литературы. Работа изложена на 109 страницах 
машинописного текста, включает 2 таблицы и 24 рисунка. Цитируемая 
литература включает 131 источник, из них 104 иностранных. 
Материалы и методы 
1. Микроорганизмы и условия культивирования. В работе 
использовали микроорганизмы, выцеленные из различных источников, 
таких как нефтезагрязненная почва, нефгешлам - твердый отход 
нефтехимических производств, в о з д у х , пекарские дрожжи, а также 
коллекционные штаммы. Выделение индивидуальных ТНТ-
i расформирующих штаммов проводили после четырехкратного 
пассирования накопительных культур на синтетической среде А (г/л 
дистилировлнной воды): глюкоза - 5, MgS0 4 - 0.25, NaiHP04 -4.5, KH : P0 4  
-3.0, ( \ Н 4 ) : $ 0 4 -1.0, дрожжевой экстракт - 0.05, рН7.0. с ТНТ в 
концентрациях 25-200 мг/л. Выделение дрожжевых штаммов из препарата 
пекарских дрожжей проводили не среде Б (г/л дистилированной воды):: 
глюкоза - 10.0, MgS0 4 - 0.25,, NaCI - 0.125, Na2HP04 - 8.7. KH_POi - 5.3, 
(>*H4) ,SO„-1.3,pH6.0,THT- 0.1. 
Способность микрооргани шов использовать ТНТ в качестве 
источника азота испытывали на средах А и Б без сульфата аммония, 
концентрация ТНТ составляла 100 мг/л. 
Алробные гетеротрофные бактерии выращивали на мясопептонной 
среде, молочнокислые бактерии - на среде Рогозы (Rogosa et al., 1951). 
Дрожжи культивировали на среде Сабуро следующего состава (г/л): 
глюкоза - 10, дрожжевой экстракт - 10, пептон - 5. NaCI - 1. 
2. Чувствительность штаммов к ТНТ испытывали, культивируя 
их на соответствующих жидких средах с различными концентрациями 
ТНТ (15-200 мг/л). Рост оценивали по поглощению при 600 нм. 
3. Изучение трансформации ТНТ микроорганизмами 
3.1 Трансформация ТНТ растущими культурами 
Культивирование бактерий проводили во встряхиваемых ( '20 O O ' V U H ) 
конических колбах емкостью 250 мл, содержащих 50 мл среды А Дрожжи 
выращивали на синтетической среде Ь Ачробиое культивирование 
/ 
приводил» во встряхиваемых (120 об/мин) конических колбах ем костью 
250 мл. содержащих 50 мл среды Б. Культивирование в стационарных 
\с.ювиял проводили в пробирках с высоким (16 см) слоем сре 1ы. Доза ТНТ в 
среде оыла равна его максимальной концентрации, совместимой с ростом 
конкретного штамма. В качестве посевною материала использовали 24-
часовые культуры выращенные на соответствующих средах без ТНГ. 
Оптическая плотность после внесения ннокулюма составляла 0,02. 
Количество к Неточной массы оценивали по оптической плотности 
t А0ои), контролем служила освобожденная от клеток культу рал ьпая или 
инкубационная жидкости. 
После инкубации при 30"С клетки осаждали и в супернатанте 
опре дошли ТНТ и его метаболиты. 
3.2 Трансформация ТИТ щеточными суспензиями 
Клетки, выращенные в жидкой среде соответствующего состава до 
полдней экспоненциальной фазы роста, (Жаждали центрифугированием 
(5000g, 15 мин), отмывали 16мМ фосфатным буфером (рН5 0 для дрожжей и 
лактобацилл, рН7.0 для бактерий), суспендировали в соответствующем 
буфере до оптической плотности А6оо=1.0. ТНГ вносили в виде спиртового 
раствора из расчета 100 мг/л инкубационной смеси. В качестве основною 
потенциального источника восстановитетьных эквивалентов инкубационные 
смеси содержали 5мМ глюкозы. По завершении заданного времени 
инкубации при 301С клетки осаждали центрифугированием (5000g, 15 мин) и 
» супернатанте анализировали ТНТ и продукты его трансформации методами 
ТСХ и ВЭЖХ. 
В аэробном варианте трансформацию ТНТ проводили во 
встряхиваемых (120 об/мин) ко i6ax объемом 250 мл. содержащих по 50 мл 
инкубационной смеси. В стационарном варианте ермостатирование 
проводили в пробирках с высоким (16 см) слоем инкубационной жидкости. 
После инкубации при 30°С клетки осаждали и в супернатанте определяли 
ТН1 и его метаболиты. 
4. Определение острой токсичности 
Острую токсичность определяли с использованием 
модифицированного экспресс-теста на Рагатаеашн caiuiatum 
(Selivanovskaya et al., \ЧЧ1). Тест-реакцией является смертность тест-
организма после экспозиции 10 особей парамеций в 0.3 мл тестируемой 
жидкости в течение I ч. в качестве контроля использовали фосфатный буфер 
(16 \:М, рН 6.0). Анализ проводили одновременно в пяжкратной 
повторпости. Результаты считаются достоверными, если гибель инфузорий в 
контрольных вариантах не превышала 5^о. 
к 
После подсчета особей в каждом варианте находили среднее 
арифметическое количество выживших инфузорий. Затем рассчитывали гест-
параметр - пропет погибших особей по отношению к пехотному количеству 
инф> (орпн 
При определении острой 1етатьной токсичности инкубацноиТчых 
житкоетеп (стандартных растворов) усгаиав швали среднюю летальную 
кратность разбав тении (ере ш ц о летальную концентрацию), вьнываюшую 
гибель 50% тест-объектов в течение 1ч - ЛКр$0 U U W . Для п о ю тест-
параметр выражали в условных единицах (иробитахк а кратность 
разбавления - в логарифмических величинах. 
5. Химические а чал ты 
ВЭЖХ-анализ 'I НТ и продуктов его нигровосстановлення проводили с 
использованием жидкосиюю хроматографа LKB2150, оснащенного 
обршцеино фазовой копонкой (4 0 х 240 мм, 4 мкм • Spherysorb 0 0 5 2 , LKB), 
детектором длин волн (254 им) и контро пером (Pharmaua LKB 
Biotechnology, Швеция). Элиишю проводили в изокрагическом режиме 
системой растворителей метанол-вода (40.60). Скорость растворитетя 1.0 
мл/мин, температура J0llC. Для анализа Н-ТНТ элюцию проводили системой 
ацетонитрил-вода (45:55) с 20мМ тетрабутиламоний иодида в качестве ион-
парпого компонента, скорость элюции 1,0 мл мин"1, детекция при 546 йм. 
УФ-видимый спектр поглощения гидридного комплекса ТНТ 
pei нетрировали на спектрофотометре Lambda 35 (Perkinl Imer) после 
исчерпывающей жстракции иепо. 1яонь:х компонентов инкубационных 
смесей диттиловым эфиром и хлороформом 
Пробы для разделения и идентификации 2- и 4-изомеров ГАДНТ после 
осаждения клеток экстрагировали трижды дв^мя объемами ди лиловою 
эфира. Экстракты обезвоживали сульфат о " натрия. высушивали, 
нсрсраетворяли в 20 мк.т ли лилового эфира и метаболиты разделяли па 
1С Х-пластинах (Silica Gel Merck) методом предложенным Вапгом с 
соавторами (Wang et al.. 1997). 
Для идентификации метаболитов применяли масспектрометрический 
анализ и ЯМР-спектромефию (Наумов с соавт., 1999). 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Основным исходным источником микроорганизмов служил твердый 
отход нефтехимического производства - иефтешлам (ОАО 
«Нижнекамскнефгехим». Татарстан). Исходная численность гетеротрофных 
бактерий в нефтешламе составляла о к о ю 1.6*10' КОЕ/г сухого веса шлама, 
при чет ком доминировании грамположительных бактерий (95%). 
РосI сообщества на ТНТ- содержащий минеральной среде 
привет к изменению соотношения грдмположите 1ьны\ и отрицательных 
бактерии. Так, если в отсутствие ТЬП до 1я грамио^ожительных бактерии 
практически не изменилась и составила 85-90%, то присутствие ТНТ в среде 
приводило к сокращению этого показателя - ло 30% при концентрации Ti l l 
2^ мг/л. Наибольшие изменения претерпела сообщество при концентрации 
TIM 200 мг/л: к началу стационарной фазы роста доля i рам положите тьпых 
бактерий сократилась до 7-9% (рис. 1). 
ТОО ; 
5 X и 
С 80 п ю 
ж 
х во 
X с tl 
I 40 X а 
V-
I 20 
а 
С 
<5 
* 
i 
I 
1 
I ± 
0 «г,'л 100 мг/п 200 мг г 25 мг.'г. 50 мг/п 
Концентр щия ТНТ 
• 1 пассаж D4 пассаж 
Рис 1 Доля грамотрицатепъных бактерий в микробном сообществе нефтешлама 
при пассировании на ТНТ содержащих средах 
Ранее Фул 1ером 
и Майшниом били 
показано, что 
загрязнение почвы 
тротилом приводит к 
у меньшению до ш 
грамположи гельны к 
бакгерий (Fuller. 
Manning, 1998), 
снижению 
численности 
микромицетов и 
увеличению количества спор бактерий в загрязненной почве. 
Вероятно, под действием тротила происходит гибель микроорганизмов, 
неустойчивых к его токсическому действию (главным образом 
Iрампоюжитсльных бактерии), тогда как грамотрицатсльные бактерии, 
устойчивые к высоким концентрациям ТНТ. начинают доминировать в 
составе сообщества. 
После четвертого пассажа из накопительных кушгур, подвергшихся 
действию ТН Г, выделены 25 штаммов микроорганизмов, относящихся к 
различным таксономическим группам Орам-отрицатслыше бактерии, 
главным образом представители рода Pseudomonas, грамположительные 
бактерии, в том числе бациллы). Кроме того, из других природных 
источников нами выделены еще 5 штаммов микроорганизмов. Из химически 
за1рязнепною воздуха методом Коха на МП А + ТНТ (100 мгл) бы ти 
выделены 2 штамма грампотожитетьных бактерий, отнесенных к роду 
San-ma Из препарата пекарских дрожжей выделены два ГНТ-уегоичивь.ч 
штамма дрожжей (Sacc ha гот \ с a sp. 2S-AI и Saccharomyces sp ZS-A3). 
Выделенные из нефтезагрязненных торфяников (Лангеиас, Тюменская обл.) 
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как деструкторы широкого ряда нефтяных углеводородов два 
представителя рода Candida оказались устойчивыми к концентрации ТИТ 
100 мг/т. 
Оценка токсического действия ТНТ на изучаемые штаммы по 
ипгибированию роста в его присутствии на жидких минеральных средах 
показала, что наиболее устойчивы штаммы грамотрицательных бактерий. 
Минимальная концентрация ГИТ. полностью ингибируюшая их рост (*а 
исключением штамма P\eudomtmas л/л UN 1561) находилась в диапазоне 100-
200 мг/л. в то время как в случае грамположительных штаммов-на уровне 15-
100 мг/л, причем наиболее устойчивыми из последних оказались два изоляга 
лакгобацилл - L. farciminis BS3605 и L plantantm BS3606: их рост был 
совместим с концентрацией ТНТ 120 мг/л. Ингибирование роста дрожжей в 
присутствии ТНТ на уровне 150 мг/л составило для разных штаммов около 
80-100% (табл. 1"). 
Трансформация ТНТ клеточными суспензиями. Поскольку 
покоящиеся клетки более устойчивы к ТНТ, чем клетки растущих культур, 
его трансформацию изучали с использованием клеточных суепеншй при 
исходной концентрации ксенобиотика 100 мг/л. За время -эксперимента (5 ч) 
большинство грамотрицагельных штаммов осуществили превращение 
большей части (86-100%) этой достаточно высокой концентрации ТНТ (табл. 
1). В свою очередь, грамположитезьные бактерии из категории аэробных 
гетеротрофов трансформировали за го же время 65-86 % ТНТ. а 
алротолсрантные возбудители молочнокислого брожения 
продемонстрировали широкий диапазон его убыли - от 21 до 100%. Для 
дрожжей тот же показатель составил от 85 до 100% (табл. 1). 
Наиболее важный феномен, выявленный нами в данной работе -
ограниченное воздействие большинства штаммов микроорганизмов на ТНТ, 
сопряженное с образованием и юмерных ГАДНТ в качестве основных 
продуктов трансформации (табл. 1), тогда как уровень образования 
соединений с хотя бы одной полностью восстановленной нитрогруппой 
(ДЦНТ) не превышал 14% от концентрации исходного ксенобиотика, а в 
подав 1яющем большинстве случаев составлял 0-3%, Это относится и к 
грамположи кмьным, и к грамот рицатсльным бактериям, а также 
микро»укариотам - дрожжам. Кроме того, выявлено ингибируюшее влияние 
кислорода на процесс нитроредукции, что проявилось в снижении уровня 
образования ГАДНТ и АДНТ в условиях принудительной аэрации по 
сравнению со стационарными условиями. 
Анализ изомеров гидроксиламино- и моноаминопроизвидных ТН Г 
позволил установить, что у подавляющею большинства июлятов и 
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коллекционных штаммов происходило восстановление 
нитрогруипы в положении 4, тогда как образование 21 АДНТ зафиксировано 
лишь у шести штаммов, 2АДН I - у двух. Кроме того, у двух ппаммов при 
ГСХ-анализе эфирных экстрактов, предложенном ранее Ваш ом с соавторами 
(Wang et al., 1997), удалось обнаружить продукт дальнейшей нитроредукцЙн 
- 2,4-днг идроАиламино-6-пнтротолуол (Д1 ЛИТ). 
Наряду с масштабным 
. . ^ _ обрлшваннем I АДНТ, 
t - r + i - f - f - ^ 
• • • заслуживает внимания тот факт. 
что данные метаболиты 
обнаруживаются в 
инкубационных и культуральпых 
жидкостях продолжительное 
о 2 ч б $ ю время Однако Вангом с 
Время I 
—депонированная вода куль^ рвльная живость соавторами (Wang et al., 2000) 
• Инкубационная жидкость НОКаЗЗНО, ЧТО ГАДНТ 
нестабитьны в водных растворах 
Рис 2 Стабильность ГАДНТ в растворах 
в присутствии молекулярного 
кислорода и. вероятно, окисляются до нитрозопроизводных, которые 
образуют димеры (2.2 -азокси и 4.4'-азокеи производные) с исходным 
ГАДНТ Как видно из рис. 2, ГАДНТ действительно нестабильны в 
деионизоианной воде, однако их растворы в культура шной и инкубационной 
жидкостях гораздо более устойчивы, о чем свидетельствует сохранение их 
концентрации в ходе 9-часовой инкубации Это может быть следствием 
наличия в ку шгуральной/никубашюннон жидкости соединении 
биологического происхождения, предотвращающих окисление ГАДНТ. 
Что касается возможности четырехэлектронного восстановления второй 
нитрогруипы с образованием ДГАН1, то три из изученных нами штаммов 
обнаружили способность к такому восстановлению. Однако полностью 
исключать возможность образования данною метаболита другими штаммами 
нельзя, поскольку ДГАНТ известен своей крайней неустойчивостью в 
водных растворах (Wang el aL, 2000). поэтому он мог превратиться в другие 
соединения во время манипу аяшш, связанных с е ю идентификацией. 
Трансформация ТНТ з ростовых условиях. Опыты проводили па 
жидкой минеральной среде, содержащей ТНТ в коиценграции, равной е ю 
максимальной дозе, совместимой с ростом данного штамма Результаты 
свилетельствукч о том, что растущие клетки изучаемых штаммов на первых 
лапах трансформаций также образуют изомершые г.ироктиламинодинитро-
Таблица 1 Чувств» 1ельиоаъ к ТНТ в ростовых условиях и активность е. о 
трансформации клеточными суспензиями 
Штаммы Исчпч- Чувстви- Трансфор- Мета6о:нп ы. мМ 
ник тельность мировано 
к ТНТ" ТНТ3 ГАДНТ АДНТ Н-ТНТ 
ГрамполОУчительные бактерии 
Bacillus чр. /SI 9 \ 50 80 0,19 0 0.09 
Bacillus ceretts ZS18 1 85 84 0.13 0 0.03 
Sarcina sp. iC / 2 100 86 0,25 0,04 0 
Sarcina sp. !C2 2 100 80 0,31 0,01 0 
ES14 1 30 0.17 0.02 0.02 
EM 7 [ 50 70 0,18 0,02 0.04 
E,\ 120! I 50 84 0,14 0.05 0 
Е.ЩU1 1 25 86 0.25 0,007 0 
Bacillus subtiks JH642 4 15 70 0.04 0,02 0 
H. intermedins 7P 4 25 65 0.10 0,003 0 
H. circulars BCF-247 4 15 70 0.1 1 0 0 
B. thuringiensis var. srbloxicus 4 35 80 0ЛЗ 0,01 0 
P intermedins 10-41 4 15 76 0,13 ЩЗ 0 
Lactobacillus, brevis BS 3602 *> j 25 100 0,43 0 0 
L huehneri BS3603 25 100 0,41 0 0 
L. farcim>nis BS3605 3 120 100 0,40 0 0 
L. plantarum BS3606 n j 120 66 0,13 0 0 
/.. plaiuctnim BS3607 3 80 34 0,03 0 0 
/ plant arum BS3608 3 80 21 0,02 0 0 
Грамотрицательные бактерии 
Psetidomonas aeruginosa ZS31 1 150 100 0 36 0 0 
Pseucfomonax flu orescens ZS32 1 200 100 0,37 0,009 0 
Psettdomonas puridc ZS41 1 100 100 0,38 0,004 0 
Pseudomvnas sp. ZS50 1 150 100 0,20 0 0.08 
Psetidomonas pitfido Z.%'1 1 200 100 0.29 0.009 0 
Pseudomonus puridt, ZS П I 200 100 0.27 0,009 0 
Pseudomvnas sp. ZS8I I 150 100 0,35 0 0.06 
Pserdotnonas fluorescent ZS82 1 150 100 0,35 0,004 0 
Psetidomonas sp. EN 1582 1 200 100 0,24 0 0 
Psetidomonas sp. E,\456I 1 50 50 0,13 0 0 
ZS 10 1 100 100 0,35 0 0.08 
ZS20 1 150 100 0,41 0 0.02 
ZS42 1 125 100 0,40 0 0.03 
ZS62 1 150 100 0,29 0,004 0.04 
ZS72 1 150 100 0.27 0.004 0 
ZSISO 1 150 100 0,16 0 0 
ES21 ] 150 86 0,23 0,004 0 
£\22 ] 100 98 0 29 0.008 0 
EM 181 1 100 94 0,31 0,021 0 
Дрожжи 
Saccharomyces sp. PD1 3 100 100 0,39 0,01 0.02 
Saccfhiromyces sp PD3 3 100 90 0,37 0,008 0.04 
Candida sp. P!J2 3 100 100 0,01 0 0.36 
Candida sp. LI3 1 150 85 0,03 0 0.40 
Candida sp. L I4 ] 100 89 0,14 0 0.28 
Ис I ич I urn им дели 111 MI итанилп: I нефтсчигрипичнш гшчна. 2 - мшу\. 1 пролчкш ппташш. 4 • ш ки .лекция НИЛ BMP КГУ 
MuKtiiSLibiiJi к'.1»1«.чгграи11я IIITrvn 1 1 н гиоакльчсП epeje «овмссшчан i-porioxi штимми. 
llj'ftL'iblAU X'.ilMfIfb&ffll iW mi л 
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юлуолы, однако уровень их образования в 1,3 - 2.3 раза ниже но сравнению с 
к ieточными суспен шями. 
L другой стороны, растущие кудьгуры данных микроорганизмов 
осуществляли сравнительно более глубокую восстановительную iрансформацию. 
о чем сИшетсльствовало увеличение уровня моноаминопроизвошых - до 1>.(>5• 
0,15 jn.N1. что в 7-26 раз выше уровня образования этих метаболитов в клеточных 
суспензиях. В отличие от клеточных суспензий, в ростовых условиях 
происходи ю лишь фанзитное образование гилроксиламинопроизволпых, 
которые подвергались дальнейшей фансформлшм. Мри ггом, хотя конечными 
идентифицированными метаболитами превращения ксенобиотика растущими 
клетками являлись изомерные моноаминопроизводные, однако абсолютное 
к о ш ч е а в о последних было в большинстве стучаев несоизмеримо низким по 
сравнению с уровнем предшествующих ГЛДНТ. 
Трансформация ТНТ дрожжами как модель сочетании 
альтернативных механизмов атаки ксенобиотика. 
Дифференциальная оценка трансформации ТИТ клеточными суспензиями 
ферментирующих (Saccharomyees sp. ZS-A1) и дышащих (Candida sp. AN-L13 и 
Candida sp. AN-L14) дрожжей представлена на рис. 3. Независимо от условий, при 
которых инкубировались клеточные суспензии, ТНТ во всех случаях подвергался 
восстановительной трансформации (рис. 3). 
Большой интерес представляет способность различных штаммов дрожжей 
трансформировать основную часть ТН I а л м е р н а т в н ы м м восстановительными 
путями. 1 ак. Saccharomyces sp. ZS-A1 осуществлял конверсию данного 
соединения главным образом в ГАДНТ, при этом стационарные условия более 
предпочтительны для восстановления питрогруппы, нежели аэробная инкубация: 
соотношение ГЛДНТ/ТНТ достигало 0.81 и 0.65, соответственно (рис. 3). 
IlanpoiHB. трансформация ТИТ штаммом Candida sp. AN-L13 сопровождалась 
почти стсхпометрической аккумуляцией Н-ТН Г (рис. 3). Пропорции Н - Т Н Ь П П 
через 6ч от начала инкубации составили 0.93 в аэробных и 0.77 в стационарных 
условиях. В свою очередь, Candida sp, AN-L М демонстрировала комбинацию 
альтернативных путей восстановительной атаки ГИТ (рис. 3). Примечательно, что 
стимулирующий эффект аэрации на образование Н-ТНТ данным штаммом был 
аналогичен таковому н случае Candida sp. AN-L13, тогда как аккумуляция ГЛДНТ 
увеличивалась ь стационарных условиях, как это и м е ю место в варианте с 
Saccharomyces sp. ZS-A1. 
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Рис 3 Динамика трансформации ТНТ клеточными суспензиями дрижкей 
в аэробных (справа) и стационарных (слева) условиях 
IS 
Что касается АДНТ, то их небольшие количество (не более 4% от 
первоначального ТНТ) обнаружено лишь на после туюшии папе 1ксисрименга с 
клеточными суспензиями (рис. 3). 
Пролуиирующии Н- ГНТ штамм Candida sp. AN-LI3 способен в известной 
мере утилизирован, ГЫI как 
единственный источник азота (рис. 4). 
Однако, повторная экспозиция ЭTOJ~O 
штамма в процессе последовательных 
пассажей на ТНТ (0.44 мМ)-
со держащей синтетической среде 
приводи та к закономерному снижению 
роста. Аналогичную тенденцию 
наблюдали Ворбск с соавторами 
(Vorbcck et al„ 1998) в отношении трех 
штаммов бактерий, выделенных из 
0 10 20 30 
Время дни 
Рис. 4 Ослабление роста Candida sp. AN-L13 
при пассировании на среде с ТНТ в качестве 
единственного источника азота. 
загрязненных почв. 
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Рис. 5 Схема начальной трансформации Т Н Г дрожжами. 
Некоторые другие штаммы дрожжей (из коллекции Казанском 
университета) быпи использованы для качественного тестирования на 
соответствие представленной схеме (рис. 5). Деист вит с [ьно, т ри штамма 
сахаромицетов трансформировали ГИТ в той или иной мере в Г АДНТ (2- и 4-
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Рис. 6 Острая токсичность ТНТ и его возможных 
метаболитов. 
пюмсры), в то время как дополнительно испытанные нре млавители рола С and,da 
(Candida sp. AN-L7, C andida sp AN-L20) образовывали смесь ГАДНТ и Н-ТН 
Однако, аналогов штамма Cand ;da AN-LI3 с его практически однонаправленным 
восстанов 1ением ароматического ядра к настоящему времени не Шняружсно. 
Токсикологические аспекiы 
микробной трансформации 2.4,6 
тринитротолуола. Исходя из 
результатов оценки юксичиости 
химических стандартов ТНТ, ГАДН Т' и 
Н-ТНТ (рис. 6), можно было 
предполагать, что наиболее 
токсичными буду! инкубационные 
смеси, содержащие ГАДН'Г в качестве 
основного метаболита трансформации 
ТНТ клеточными суспензиями 
Saccharomyces sp. SZ-AI. Действитетьно, наибольшая смерг-пость Paramecium 
caudatum выявлена в данном варианте опыта (рис. 7). Напротив, наиболее н т к п й 
уровень летального эффекта набтюдался в случае накопления Н-ТНТ под 
действием клеточных суспензий Candida sp AN-L13, что согласуется с 
nanvieHbiiieH степенью острой токсичности химически синтезированного 
гидридного комплекса Мейзенхсймера. В свою очередь, комбинированный состав 
метаболитов ТНТ, продуцируемых Candida sp. AN-L14 и соотношение Н-1 НТ и 
ГАДНТ (рис. 3), соответствует промежуточной степени острой токсичности, 
опре теленпой в случае данного штамма (рис. 7). 
Острая токсичность 
химического стандарт Г А Д Ш и 
соответствующих инкубационных 
смесей согласуется с 
ингибируюшим действие» m i x 
соединений на лигнин-пероксидазу 
Phanerochaete chryyospotiiim 
(Michels, Gottschalk, 1994) и на 
ключевые дегидрогеназы (3-
фосфогл ицеринового альдегида и 
пюкозо-6-фосфата) г школиза и 
пентозофосфатного пути (Наумов с 
соавт., 1999). 
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Pi'c 7 Острая токсичность инкубационных жидкостей во 
время максимальной аккумуляции специфических 
метаболитов 
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Верояпю. именно ги дрокеиламнпонронзводныс ГИТ как наиболее 
токсичные метаболиты могут быть ответственными за речное сокращение 
микросного разнообразия твердою отхода нефтехимическою производства 
(.нефтещлама), которое мы наблюдали пол воздействием ТИТ. 
Комбинация обоих иудей восстановтсния ТНТ наблюдалась ранее у 
Khodococcus erythropol's HL РМ I (Vorbeck et al., 199X) и rmerobactcr cloacae PB2 
(I rench et al.. 1998). Что же касается почти исключите плюю восеганов игыия ГИ Г 
в гн триднын коми ICKC МсйзенхеПчера. го зтот феномен обнаружен нами впервые 
на примере Candida sp. AN-L13. 
Токсикологическое тестирование, проведенное в соответствии с 
предложенной схемой альтернативной акжи ТНТ (рис. 5), свидетельствует о 
важной роли пути через восстановление ароматического ядра ТНТ, который 
позволяет избежать резкого повышения острой токсичности уже на первом этапе 
трансформации ксенобиотика. Эти результаты подтверждают прогноз (Lenke et 
al., 2000) о привлекательной роли пути, ведущего к Н-ТНТ, с точки зрения 
создания кагаболического потенциала для эффективной биодеградации ТНТ. 
Кстати, штамм Candida sp AN-L13, изолированный ранее А.В. Наумовым в 
числе доминирующих микроорганизмов из неф]езагрязнеиных торфяников 
(Лднгспас, Западная Сибирь), может утилизировать сырую нефть и ряд 
ин щвидуальных алифатических и ароматических ут лсводородов С учетом чтого, 
данный штамм и микроорганизмы с аналогичными метаболическими 
возможностями заслуживают особого внимания с позиций биоремедиации 
территорий, загрязненных и взрывчатыми веществами, и нефтепродуктами. 
ВЫВОДЫ 
1. Установлено, что начальные этапы трансформации ТНТ большинством 
микроорганизмов сопряжены с образованием продуктов неполного 
нитровосстаповления - гидроксиламииодинитротолуолов (ГАДИТ). 
2. Концентрации аминодинитроюлу о юв (АДНТ) несоизмеримо меньше 
первоначальною накопления I АДНТ. В сочетании с обнаружением у ряда 
микроорганизмов интермедиа! ов частичкою восстановления второй 
нитрогруппы - днгидрокспамипонитротолуолов п о поз ВО 1ЯС'Г 
предполагать, что АДНТ не находится на главном пути аэробной 
трансформации 1НТ. 
3. На примере дрожжей продемонстрирована модель реализации 
альтернативныч механизмов начальной атаки ТН Г - частичного 
восстановления или одной из ни рогрупп, или ароматического кольца 
молекулы, ведущего к образованию гидридного коми ;екса ТНТ П1-ТП Г). 
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-4. Трансформация IIII в I А Д Ш сопровождается резким (К) кратным) 
возрастанием острой летальной токсичности на Paramecium caudatum в го 
ьремя как атыериативпая конверсия ТНТ - Н ТУТ сопряжена со 
снижением летального эффекта по сравнению с исходным ксенобиотиком 
5. BbueieHHb . i i из замазучепиых торфяников цггаым Candida s/1 A\'-LJ3 не 
имеет аналогов среди известных микроорганизмов по способности к 
дегоксикации Т1П б 1аюдаря его почти стехиометрпческому превращению 
в Н-1 HI и частичному использованию в качестве е шчетвенио'о источника 
азота. 
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